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连续 通过 粘 虫 虫 体 传代 对 苏 云 金 丁 菌 晶体 形成 的 影响 
地 兴 球 。 谢 强 江 。 祈 明 华 


《中 国 科学 院 动物 研究 所 7) 


史 泰 奥 斯 (1y?6) 曾 指出 ， 昆 虫 病原 微生物 
连续 通过 敏感 寄生 可 以 提高 病原 的 毒性 ， 吉 川 等 
《1974) 将 苏 云 金 杆菌 (Becillus thuringiensis Berl.) 
的 一 个 菌株 通过 斜纹 夜 贼 (Spodopiera lizwnra) 作 
传代 试验 (不 是 连续 传代 ,中 间 经 过 平板 分 离 ), 发 
现 经 过 6 次 传代 后 细菌 在 虫 己 内 增殖 良好 。 在 我 
国 ， 一 般 也 认为 通过 虫 体 传 代 可 以 恢复 或 提高 毒 
力 ; 即 所 谓 “ 虫 体 复壮 ”( 感 祖 嘉 ,1974)。 我 们 试图 
用 这 个 方法 来 得 到 对 粘 虫 (Lewcanie reparasa Wal.》 
对 力 强 的 菌株 。 但 发 现 所 有 试验 的 6 个 菌株 ,在 
经 过 10 到 14 次 传代 之 后 都 相继 失去 了 产生 晶体 
的 能 力 。 在 将 要 失去 产生 晶体 能 力 之 前 的 几 代 ， 
一 些 菌株 晶体 大 小 发 生变 化 ， 从 中 分 离 到 一 个 对 
粘 虫 守 力 较 强 的 菌株 一 一 IA9( 恕 株 。 

本 文 报 告 这 一 传代 试验 及 其 结果 。 


材料 和 方法 


(一 ) 供 传 代 的 苏 云 金 杆菌 (Becillws zhurin 
giensis, 下 上 略为 B.x.) 菌 株 
科 010 株 一 一 本 所 昆虫 病理 组 保存 《昆虫 病 
理 组 ,1973)。 
C, 株 一 一 从 美国 商品 Dipcl 粉剂 中 分 离 的 
培养 物 。 
E013 株 一 一 从 英国 引进 的 菌株 (var， zolwor 
thi)， 本 所 昆虫 病理 组 保存 。 
HA9 株 、IA29 株 和 IWI 株 一 一 为 E013 
株 经 紫外 线 处 理 后 获得 的 变异 株 。 使 用 的 紫外 灯 
波长 2537 及 ,距离 35 厘米 ,照射 4 分钟。 细菌 为 
肉 汤 振 动 培养 10 小 时 并 经 水 洗 的 营养 体 。 
(二 ) 培养 项 
1. 普 通 肉 汤 壤 脂 培 养 基 一 一 蛋白 肪 1.0 和 % ,和 牛 
肉 青 足 5%, 琼 胆 2.0%( 供 菌 种 保存 和 平 
板 分 离 用 )。 

2- 三 角 瓶 液体 培养 基 一 一 豆饼 粉 2.4 多 ,玉米 
粉 1.0%, 玉米 桨 2.0%，CaCO,0.1%( 供 
毒 力 试验 用 )。 
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(三 ) 虫 体 传代 

传代 的 菌株 斜面 菌 蔡 小 半 环 在 1 毫升 0.1% 
洗衣 粉 水 中 制 成 悬 液 ,将 小 麦 叶 片 或 玉米 叶片 3 一 
4 片 漫 入 , 取出 放 入 有 滤纸 的 培养 骨 中 凉 干 ,每 罗 
放 入 4 一 6 条 5 一 6 零 粘 虫 幼虫 , 30%C 保温 饲养 一 
天 后 ,将 幼虫 用 0.1% 升 对 水 体 表 淡 菌 ,再 投入 热 
开水 中 杀 死 ;取出 放 人 有 滤纸 的 灭 落 培 养 罗 中 。 为 
了 防止 虫 尸 干 燥 , 显 中 加 一 小 块 无 菌 水 温 棉 球 , 继 
续 保 温 2 一 3 天 后 , 取 虫 尸 中 女体 流 镜 检 ,芽孢 , 晶 
体形 成 者 用 银子 取出 并 用 70% 酒精 进行 体 表 灭 
效 , 将 虫 己 放 入 装 有 约 1 毫升 0.1% 无 兰 洗 衣 粉 
水 的 试管 中 挤 碎 ， 以 此 作为 菌 最 液 再 肥 复 先行 传 
代 。 

(四 ) 毒 力 试验 

1- 细 菌 培养 ”将 流体 培养 基 分 装 入 500 毫升 
三 角 瓶 内 ， 每 瓶 30 毫升 ,1.1 公斤 / 寿 米 " 灭 菌 30 
分 钟 。 接 种 后 , 30% 扬 床 振动 培养 直到 芽 拒 晶体 
形成 。 

2. 寒 力 测 定 方法 ”将 摇 床 培养 的 菌 流 〈 约 每 
毫升 35 一 40 亿 芽孢 ) 用 0.1% 洗 衣 粉 水 稀释 20 倍 
(每 毫升 约 为 1.5 一 2.0 亿 芽 疱 )。 将 可 供 3 天 食 
用 的 玉米 叶 剪 成 8 一 9 厘米 一 段 ， 浸 人 菌 悬 液 中 ， 
取出 凉 干 ,每 外 头 瓶 内 放 和 玉米 时 5 一 6 片 及 20 条 
4 龄 第 一 天 的 幼虫 两 个 重复 ， 29 心 土 1 保温 饲养 
《剩余 玉米 叶片 放 人 培养 四 内 , 置 4Y 冰箱 中 待 换 
用 )。 处 理 后 连续 饲 喂 三 天 ， 记 录 存 活 和 死亡 虫 
数 ,， 计 算 死 亡 率 。 对 照 用 0.1% 洗衣 粉 水 漫 过 的 
玉米 叶 。 重 复 两 次 。 


结 果 


(一 ) 在 虫 尸 中 芽孢 、 晶体 形成 情况 

所 有 试验 菌株 在 第 一 次 传代 的 粘 虫 虫 己 内 都 
能 形成 车 多 和 晶体 。 体液 呈 乳 白色。 从 杀 死 幼虫 
后 培养 算 起 ， 芽 孢 . 晶 体形 成 的 时 间 一 般 为 72 小 
时 ,一 些 菌株 较 快 ， 如 E013 株 ，IIA29 株 ，IIW1 
株 48 小 时 就 大 量 形 成 芽 爷 ,晶体 。0HA9 株 最 慢 ， 
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到 96 小 时 才 大 量 形成 。 在 虫 尸 中 传代 5 一 6 次 基 
本 上 保持 原 菌 株 在 普通 肉 汤 琼 跑 上 的 生长 特点 。 
如 。IrA9 株 促 孢 形成 慢 ， 晶 体 细 碎 ; Irw1 株 ， 
HA29 株 和 E013 株 芽 克 、 晶体 形成 较 快 并 整 
齐 , 科 010 株 晶 体 比 其 他 菌株 大 。 但 在 第 10 次 传 
代 时 发 现 HA29 株 在 虫 尸 内 只 形成 节 孢 不 产生 晶 
体 。 其 后 ,其 他 菌株 也 在 第 11 一 14 代 相继 不 产生 
量 休 ( 见 表 1), 即 使 转 人 普通 肉 汤 琼脂 上 培养 也 没 
有 看 到 再 产生 晶体 。 


在 不 产生 蜡 体 之 前 的 几 代 已 发 现 一 些 菌株 的 
晶体 大 小 发 生变 化 ,如 Ci 株 在 6 一 7 代 时 ,晶体 变 
大 而 且 整 齐 (但 在 8 一 9 代 之 后 晶体 又 变 小 了 )。 又 
如 IA9 株 在 第 9 代 时 晶体 由 细碎 变 得 大 而 整齐 ， 
科 010 在 8 一 9 代 时 昌 体 变 小 ,随后 变 为 不 产生 晶 
体 。E013 在 11 代 时 最 体 较 大 ， 但 用 这 一 代 的 菌 


”继续 传代 或 进行 平板 分 离 均 看 不 到 晶体 再 产生 。 


EW1 在 13 代 不 产生 晶体 之 后 ， 继 续 再 传 到 
16 代 仍 只 产生 芽 鸡 不 产生 晶体 。 


表 1 苏 云 金 杆菌 的 一 些 菌株 连续 通过 粘 虫 虫 体 传代 后 晶体 产生 情况 * 





第 10 代 | 第 11 代 | 第 12 代 | 第 13 代 1 第 14 代 





第 15 代 





第 16 代 








StC- StC- 


* SCT 为 产生 芽 抱 , 昂 体 ; S+C- 为 只 产生 芽孢 不 产生 晶体 。 


(二 ) 对 粘 虫 毒 力 测定 结果 

前 已 述 及 ， 进 行 粘 虫 虫 体 传代 的 目的 是 想 得 
到 对 三 虫 毒 力 强 的 菌株 。 因此 , 挑 取 晶 体 发 生 了 
变化 的 虫 尸 ,将 其 中 的 菌 液 进行 平板 分 离 培 养 ， 
4 和 保存 。 对 这 些 菌 株连 局 原 株 一 起 进行 了 者 力 
测定 。 发 现 其 中 的 二 个 菌株 -一 -HA9%cxu， 株 (从 


IA49 第 "次 传代 的 虫 只 中 分 离 的 菌株 ) 和 C,， 株 
(从 美国 Dipel 粉剂 分 离 的 培养 物 ) 毒 力 较 高 。 每 
毫升 1.5 一 2.0 亿 芽 孢 浓 度 处 理 三 天 后 对 4 龄 第 
一 天 幼虫 的 死亡 率 分 别 为 97.5% 和 100%。 其 他 
菌株 毒 力 不 理想 或 全 无 毒 力 。 表 2 列 出 经 过 传代 
和 未 经 传代 的 一 些 获 株 的 测定 结果 。 HA9(， 的 


表 2 经 虫 体 传代 和 未 经 虫 体 传代 的 一 些 蓝 株 对 粘 虫 的 毒 力 测定 结果 * 






试验 菌株 ”| 试验 次 数 | ”试验 虫 数 








E013 





JIA9 


24 小 时 








总 死亡 ”死亡 率 
虫 数 《52) 











48 小 时 72 小 时 





19 47.5 
10 25 










IIA9ou? 





Wlorx) 


Ci 


对 照 


* E013 和 049 为 未 经 传代 蔬 株 ; 











HA9( 加 ) 为 从 HA9 第 9 次 传代 的 虫 成 中 分 离 的 菌株 ; 
IIWl(+x) 为 从 IWI 第 16 次 传代 的 虫 已 中 分 离 的 菌株 ; 
Ci 为 从 美国 Dipcl 粉剂 分 离 的 培养 物 , 未 经 传代 。 
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原 株 为 HIA9，IIA9 是 从 E013 得 来 的 。 从 表 2 
可 以 看 到 HA9 全 无 毒 力 ，E013 塞 力 也 不 高 (一 
次 为 性 ,5%, 男 一 次 为 2596 )。 

随后 我 们 用 LA944%),，C， 和 E013 这 三 个 菌 
株 反 复 进行 了 多 次 室内 测定 。 HA9xi。C， 都 保 
持 一 致 的 效果 ，E013 较 有 波动 ， 但 玫 效 均 不 高 。 


学 报 22 卷 
1977 年 8 月 , 在 北京 市 平谷 县 用 这 三 个 菌株 进行 
了 一 次 野外 试验 ,试验 结果 见 表 3。I4A9o 和 GC 
对 粘 虫 仍 有 相当 效果 ， 但 不 如 实验 室内 效果 好 。 

显微镜 检查 IIA9m， 和 C， 这 两 个 毒 力 较 高 
的 散 株 ,可 以 看 到 前 者 最 体 大 而 整齐 ,后 者 则 不 甚 
整齐 ,大 晶体 比例 不 高 。 


表 3 JIA9h)，E013 和 C, 三 个 前 株 的 野外 试验 结果 * 


24 小 时 


LA9 ny 
E013 
Ci 
对 照 


* IIA9(n)，E013 和 C: 均 由 武汉 微生物 农药 厂 生 产 。 


喷 苗 后 总 虫 数 
48 小 时 





试验 地 为 北京 市 平谷 县 南 独 乐 河 大 队 谷 子 地 ,以 4 分 地 为 一 区 ,每 区 畴 2 亿 芽 函 / 北 升 菌 悬 液 〈0.192 洗衣 粉 ) 


20 斤 。 


讨 论 

Smirnoff 等 (1961) 芥 指 出 腊 状 芽孢 杆菌 群 
(Bacillus cerewr group) 的 细 苗 一 般 在 负 虫 虫 尸 失 
不 易 形成 芽 玖 。 升 潜 等 《1962) 用 美国 商品 制剂 
Asritol 的 分 离 培 养 物 对 在 翟 尸 内 的 芽孢 形成 进行 
的 研究 也 得 到 同样 的 结果 。 但 随后 站 泥 等 (1964) 
又 报告 用 B，+. T84A 株 试 验 时 得 到 不 同 的 结果 ， 
即 T8344 栎 在 彼 尸 内 比较 容易 形成 芭 列 和 晶体 。 
并 且 认 为 试验 结果 不 同 可 能 是 由 于 北 株 不 同 的 缘 
故 。 

我 们 用 B. * 的 6 个 菌株 连续 通过 粘 虫 虫 体 
进行 传代 试验 ， 在 第 9 代 之 前 的 虫 尸 内 都 可 以 看 
到 伞 孢 昆 体形 成 , 但 是 第 10 一 14 代 时 ,所 有 菌株 
在 虫 尸 内 均 相 继 不 形成 晶体 上 只 形成 芽孢 。 这 个 结 
果 同 Toumanoff 等 在 培养 基 上 连续 传代 的 结果 
很 相似 。 Toumanoff 等 将 5. 在 碱 性 培养 基 
(pH9 一 9.5) 上 连续 传代 之 后 ,发现 晶 体 产生 能 力 
消失 ( 见 刘 崇 乐 等 ,1962), 而 粘 虫 消化 道 被 体 的 pH 
也 为 碱 性 (pH8. 5 一 9)。 


现 已 知道 ，B. :. 的 条 虫 效果 主要 是 由 于 细 
功 产 生 的 各 种 毒 来 一 一 特别 是 晶体 崔 业 作用 的 结 
果 。 但 是 ， 正 如 外 汉 等 (1976) 所 指出 : 晶体 寒 素 
不 一 定 是 稳定 的 ， 如 果 一 且 消 失 之 后 便 不 会 再 恢 
复 形 成 , 而 且 变 得 对 昆虫 无 毒 。 我 们 的 试验 结果 
也 说 明了 这 一 点 。HW1 在 传 到 第 13 代 时 ,晶体 消 
失 了 , 即使 继续 传代 也 没有 秦 到 晶体 再 形成 。 用 
经 过 16 次 传代 后 分 离 的 不 形成 晶体 的 细菌 进 行 
试 虫 ,完全 没有 孝 力 。 

晶体 的 大 小 与 寒 力 的 关系 ， 是 一 个 引起 重视 
的 问题 。 UA9%a， 株 和 Cc， 株 对 粘 虫 的 毒 力 差 不 
多 。 但 两 者 的 晶体 大 小 并 不 相同 。 前 者 的 晶体 比 
起 所 有 传代 的 菌株 都 大 ,后 者 则 大 小 不 齐 , 小 晶体 
的 比例 还 很 高 。 所 以 , 关于 这 两 个 菌株 的 致 病 机 
制 需 楼 进一步 探讨 。 

B. 4. 在 虫 尸 中 内 形成 芽孢 不 形成 晶体 的 现 
象 ，Prasertphon 等 (1973) 也 曾 观 察 到 。 因 此 用 这 
个 方法 进行 “ 虫 体 复壮 ”时 需要 注意 。 我 们 认为 通 
过 虫 体 传代 注意 观察 、 及 时 分 离 是 可 能 筛选 出 囊 
力 较 高 的 菌株 的 。 
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